POR LA REALIZACION PLENA DEL HOMBRE
N =) <

; (]

SOV AVAISYTAIN
< BAJA CALIFORNI

Universidad Autonoma de Baja California

Facultad de Ciencias

“Comparacion fenotipica-ontogenética de Dipetalogaster maxima en tres

regiones de su distribucion geografica”

Proyecto de Tesis de
Jesus Haran Peiro Nufio
como requisito parcial para obtener el Titulo
Profesional de
Bidlogo.

Director de Tesis Dr. Rafael Bello Bedoy



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE BAJA CALIFORNIA
FACULTAD DE CIENCIAS

Ensenada, B.C. a 12 de agosto de 2019

P. BIOL. Jesus Haran Peiro Nufio

Presente.-

Por este medio comunicamos a usted que después de haber leido detenidamente el trabajo
que presenta como Tesis Profesional bajo el Titulo: “Comparacion fenotipica-ontogenética
de Dipetalogaster maxima en tres regiones de su distribucion geografica”.

Consideramos que retine los requisitos para aprobar la parte escrita de su Examen
Profesional.

ATENTAMENTE

W
%Q&e[ Rello %eaqoj &\J{? /2 g&

PRESIDENTE SECRETARIO

K{Ls A Floss /V.;/x,%

ler. VOCAL



DEDICATORIA

Siempre se nos dice que en esta vida hagamos lo que méas nos guste, lo que mas nos apasione,
pero es mas facil decirlo que hacerlo. Por eso quiero dedicar esta tesis a mi madre Claudia
Nufio y a mi padre Jesus Peiro, quienes me han apoyado tanto como han podido y més, de

todas las maneras posibles en todos y cada uno de mis proyectos de vida.

AGRADECIMIENTOS

A mis padres por su incondicional amor y apoyo.

A mi director de tesis y amigo, el Dr. Rafael Bello Bedoy, quien me tuvo tanta paciencia,
quien me ensefié e impulso tanto de principio a fin durante este trabajo de tesis.

Al Dr. Alex Cérdoba por su ayuda en la interpretacion bioldgica.

Al Dr. Carlos Flores, quien me abrio las puertas para trabajar y colaborar en este proyecto; y
por su valiosa retroalimentacion durante el proceso de revision del manuscrito.

A CONACYT Fondo Infraestructura INFR-2014-01-226239, Problemas Nacionales 2015-
01-547 y a la beca interna UABC “Caracterizacion de las cepas del patdgeno humano
Trypanosoma cruzi en la Peninsula de Baja California”, por financiar el proyecto del cual
emana mi tesis.

A Carlos Palacios por instruirme y compartirme todo su conocimiento sobre Dipetalogaster
maxima.

A mi hermana Pamela Peiro, por ser la carnada en el primer intento de recolecta que hice en
campo.

Al Dr. Aldo Guevara, Al Dr. Guillermo Romero, Arturo Teran y a Alejandro Romero, por su

camaraderia y apoyo imprescindible durante las recolectas de campo.



Al Dr. Ernesto Campos, quién revisé detalladamente cada aspecto de esta tesis y me dio
retroalimentacion muy valiosa, de la cual aprendi mucho.

A la Dr. Maria del Refugio Gonzélez, cuyas ensefianzas sobre estadistica fueron clave para
concretar este proyecto de tesis.

A la Universidad Auténoma de Baja California y todos los profesores quienes contribuyeron
en mi formacion profesional como bid6logo.

Al Dr. Leonardo de la Rosa, quien me instruyd las bases del manejo de bases datos y me
ayudé en la realizacion del mapa de colectas que aparece en esta tesis.

A mi gran amigo “Carlitos” Carlos Gonzales, quien desempefio el papel de asistente
fotografico y me instruyo las bases en el uso de programas de edicién digital de imégenes,
dando como resultado algunas de las figuras que parecen en esta tesis.

A mi buena Amiga la Daniela NUfiez, quien reviso en varias ocasiones los manuscritos de
esta tesis.

A Carlo Gonzélez por instruirme en el uso del equipo de medicion.



RESUMEN.

Dipetalogaster maxima es un insecto triatomino, endémico de la region del cabo de Baja
California Sur. Este se encuentra naturalmente infectado por el parasito Trypanosoma cruzi,
causante de la enfermedad de Chagas en humanos. En esta tesis se abordaron por primera
vez aspectos morfométricos de esta especie, comparando su morfologia en 3 regiones de su
distribucion geogréfica asi como a traves de la ontogenia. En este estudio se recolectaron 320
individuos de D. maxima de todos los estadios. Se tomaron mediciones de 11 caracteres
corporales diferentes, con las cuales se realizd6 una comparacién morfoldgica entre las
regiones, utilizando una prueba no paramétrica basada en rangos de Kruskal-Wallis. Para la
alometria ontogenética se utiliz la regresion lineal del tipo Il de eje mayor. Se encontr6
variacion significativa entre las tres regiones por estadio solo en 10 pruebas de 66 (11
caracteres x 6 estadios de desarrollo = 66 pruebas). En la alometria se encontro que la mayoria
los caracteres crecen de manera hipoalométrica (f<1), sin embargo dos de ellos (ancho y
largo del pronoto) son ligeramente hiperalométricos (B>1). Los diferentes patrones de
crecimiento podrian estar relacionados con la morfofuncion de los diferentes caracteres en
distintas etapas del desarrollo.

Palabras clave: Alometria, Baja California Sur, fenotipo, ontogenia, plasticidad fenotipica,

reduviidae, triatomino, Trypanosoma cruzi.



INTRODUCCION

Las especies pueden estar compuestas de poblaciones que ocurren en diferentes regiones a
lo largo del area de su distribucién. La diferenciacidn fenotipica es comun dentro y entre las
poblaciones de la misma especie (Futuyma, 2006). La diferenciacion fenotipica entre
poblaciones se puede explicar por la variacion de la genética local. Una fraccién importante
del fenotipo de la poblacion es determinado por la constitucidn genética (i.e., genoma) de la
metapoblacion. El aislamiento generado por la distancia (i. e., aislamiento geografico) reduce
el flujo genético entre poblaciones (Slatkin, 1987), favoreciendo la diferenciacién geografica
de caracteres fenotipicos que evolucionan en la metapoblacién (Fox et al., 2001; Whitman,

2009; Fusco y Minelli, 2010).

El ambiente puede influir en la variacion fenotipica si actia como un factor selectivo
(Pigliucci, et al, 2006). Por ejemplo, la variacion en la disponibilidad de recursos alimenticios
puede determinar la velocidad de crecimiento y la talla que pueden alcanzar los individuos
(Sterns y Emlen, 1999). A su vez, la diferencia en la tasa de crecimiento o en el tamafio a la
edad reproductiva puede afectar la adecuacidon biol6gica (Sterns y Emlen, 1999). Por
ejemplo, la disponibilidad de presas para insectos hemat6fagos silvestres varia en espacio y
tiempo, resultando en animales que alcanzan la madurez a diferentes tallas y en diferente
tiempo (Miyashita, 1968; Nickell y Bromage, 1998). De esta forma, condiciones ambientales
bidticas y abidticas en diferentes regiones pueden favorecer la evolucion de diferentes

fenotipos y estrategias de desarrollo.



La variacion que resulta de la interaccion entre los genes y el efecto ambiental es conocida
como plasticidad fenotipica (Schlichting, 1986; Pigliucci et al., 2006). Este proceso esta
determinado por la interaccién entre la fisiologia del organismo y su capacidad de respuesta
a la variacién ambiental (Pigliucci et al., 2006). Debido a que la plasticidad es una respuesta
adaptativa, se espera que esta esté relacionada con la adecuacion (i. e., fitness w; Darwin,
1859; Nufiez-Farfan y Eguiarte, 1999). En ausencia de un cambio en un rasgo fenotipico se
sugiere que no hay plasticidad, sin embargo es posible que esto sea particular a un genotipo
0 que la expresion de la plasticidad este siendo limitada por otros factores (Pigliucci, 2001,

en Fox et al., 2001).

Variacion ontogenética

La variacion durante la ontogenia es otra fuente de variacion fenotipica en los organismos.
La ontogenia es definida como los procesos de desarrollo, formacion y crecimiento de los
seres vivos. Esta puede estudiarse a traves de los caracteres morfologicos, determinando la
presencia, forma y tamafio de los organismos (Watanabe, 2012). Debido a que no todos los
caracteres crecen igual durante el desarrollo, el estudio de la variacion ontogenética ayuda a
entender si las diferencias morfoldgicas en los estadios adultos son resultado de la variacion
durante el desarrollo (Bello-Bedoy et al., 2019). En insectos hemimetabolos existen varios
estadios ninfales a lo largo del desarrollo (Goncalves et al., 2015), lo que permite estudiar
sus variaciones morfologicas dentro y entre cada estadio ninfal (Fairbairn, 1997; Shingleton
et al., 2007). Por ello los insectos hemimetabolos son un modelo ideal para el estudio de la

variacion ontogenética.



Variacion alométrica

La alometria se refiere a los cambios asociados al tamafio de los caracteres morfoldgicos
(Huxley y Teissier, 1936; Klingenberg, 2016). La alometria permite determinar la
heterogeneidad de crecimiento de los diferentes rasgos de los organismos (Emlen, 1997;
Tatzuda et al., 2001). La alometria ontogenética se utilizan individuos de una misma especie
pero en diferentes edades o etapas de desarrollo (Stern y Emlen, 1999). Este tipo de estudios,
ademas de ofrecer informacién sobre el crecimiento, también permite entender los factores
que influyen sobre el desarrollo de un organismo y hacer inferencias funcionales y
adaptativas de dichos rasgos (West-Eberhard, 2003). Por ejemplo, aquellos rasgos
relacionados con los habitos de alimentacién o el habitat pueden influenciar las alometrias
(Fernandez et al., 2005). De forma similar, se considera que los caracteres fenotipicos que se
encuentran bajo seleccion sexual o seleccion natural tendran un crecimiento relativo mayor
que aquellos rasgos que no tienen alguna funcion relacionada con la adecuacion (Kodric-

Brown et al., 2006; Bonduriansky, 2007).

La variacion alométrica entre poblaciones de la misma especie se ha estudiado poco, a pesar
de la relevancia ecologica y evolutiva. Es particularmente relevante, porque la diferencias
ambientales entre poblaciones, puede influir de forma diferente sobre el desarrollo,
resultando en variacion alométrica (Emlen et al., 1997). Entre otros, los factores del ambiente
abidtico y bidtico como la temperatura y/o humedad o el tipo y cantidad de alimento,
respectivamente, pueden condicionar las proporciones alométricas, y asi el fenotipo de los
organismos. La implicacion evolutiva es que la variacion puede determinar la diversificacion
adaptativa si se favorecen diferentes trayectorias en regiones diferentes (Dujardin et al.,

1999; Dujardin, 2009).



PLANTEAMIENTO Y JUSTIFICACION DEL TRABAJO

La enfermedad de Chagas es un problema importante en el sector de salud publica en
América. Esta enfermedad es causada por el parasito Trypanosoma cruzi, que es transmitido
por insectos hemipteros hematofagos de la familia Reduviidae. Dentro de las mayores
limitaciones de la lucha contra la enfermedad de Chagas es la falta de informacién ecolégica
de los vectores. EI monitoreo de las poblaciones del vector y de la zoonosis del parasito es
insuficiente (Dumonteil, 1999; Rassi, et al., 2010), es necesario intensificar el esfuerzo de

monitoreo para conocer la biologia del vector, para controlar la enfermedad.

Dipetalogaster maxima (Hemiptera: Reduviidae) es hospedero de T. cruzi, endémico de Baja
California Sur (Jiménez et al., 2003). Aunque mantiene su habito silvestre, desde hace dos
décadas se ha reportado en asentamientos rurales dentro de su distribucion (Jiménez y
Palacios, 1999). Hasta ahora se conoce poco de la historia natural de D. maxima y de su
relacion con T. cruzi. Algunos estudios han reportado la composicién quimica de su saliva
(Lange et al., 1999), el estiramiento de su abdomen (Nijhout, 1984). Otros estudios
ecoldgicos muestran informacion sobre los meses del afio de mayor incidencia (Jiménez y
Palacios, 1999), tasa de supervivencia y los dias que tarda en cambiar de un estadio a otro
(Ibarra et al., 2006). Sin embargo, nunca se ha estudiado con detalle los cambios fenotipicos
a lo largo de su desarrollo, ni la magnitud de la variacion fenotipica que puede alcanzar
durante el mismo. Si bien la variacion fenotipica se distingue pos ser la materia prima para
la evolucidén por seleccion natural (Thompson, 2005), esta es relevante desde el punto de

vista epidemioldgico, ya que por medio del fenotipo se podria inferir si esté infectado o no.



En esta tesis se compar0 por primera vez la variacion morfolégica ontogenética en tres
regiones de la distribucion de Dipetalogaster maxima. Se espera que la alometria sea mayor
y variable particularmente en caracteres funcionales, mientras que los rasgos que no son

funcionales, se espera que no muestren variacion a lo largo de su distribucion.

Los estudios de variacion morfoldgica nos brindan informacidn tanto de la variacion genética
como de las influencias externas. Cuando se estudian insectos vectores de enfermedades, los
estudios de variacion morfoldgica son relevantes para la entomologia médica en un contexto
epidemiol6gico més que evolutivo. El estudio de la influencia ambiental sobre los caracteres
cuantitativos puede ser util para entender los patrones de re-infestacion (Dujardin et al.,
2009). Ademas, estos estudios eco-morfoldgicos brindan las hipotesis base para analisis

geneticos de poblaciones o experimentos controlados en laboratorio.
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HIPOTESIS

1-Debido las diferentes condiciones ambientales presentes a lo largo de su distribucion
geogréfica de D. maxima y a la naturaleza del relieve del terreno, La Sierra de La Laguna
pudiera fungir como una barrera geografica y asi generar variacion en los caracteres

morfoldgicos entre subgrupos de la poblacion.

2-A través del desarrollo de D. maxima, desde el ler estadio (Ninfa 1) hasta el 6to (Adulto),
los caracteres morfoldgicos van cambiando de proporcion e inclusive en forma. Habra
caracteres cuyo cambio de proporcion entre cada estadio de desarrollo sera mas pronunciado

y habré otros caracteres cuyos cambios seran menores.
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OBJETIVOS

Objetivo general:
Evaluar y comparar la variacién fenotipica-ontogenética de Dipetalogaster maxima en

diferentes localidades de su distribucion geogréafica.

Obijetivos especificos:

Comparar la variacion fenotipica de Dipetalogaster maxima en su ambito de distribucion
geografica, considerando la heterogeneidad ambiental.

Comparar la variacion fenotipica corporal entre estadios de desarrollo de Dipetalogaster

maxima por medio de estimaciones alométricas.
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METODOS

Sitio de estudio y descripcién de habitat

Dipetalogaster maxima (Hemiptera: Reduviidae) tiene una distribucion restringida en la
parte mas surefia del estado de Baja California Sur, México. Generalmente se encuentra
asociada a zonas secas y rocosas del matorral xer6filo y la selva baja caducifolia (Jiménez y
Palacios, 1999). No se tienen registros de esta chinche mas alla de la capa &rida tropical de
la peninsula (Ryckman y Ryckman, 1967), sugiriendo que la region de los llanos de
Magdalena representa una barrera geografica para la distribucion de esta especie hacia el
norte sudcaliforniano. El area de distribucion de esta chinche esta dividido en 4 ecorregiones
(Costa Central del Golfo, Matorral Tropical del Cabo, Selva Baja del Cabo y el Bosque de la
Sierra de La Laguna) (Gonzélez et al., 2010). La mas nortefia es la Costa Central del Golfo,
la cual corresponde a una franja desértica con 800 km de largo, sin embargo, hasta donde se
sabe, D. maxima no se distribuye a lo largo de toda ella. Su limite de distribucion mas al
norte es la Bahia de La Paz. Es una zona arida y con altas temperaturas, caracterizada por
una vegetacion dominante con troncos suculentos. El Matorral Tropical del Cabo se sitla en
las tierras bajas del este y sur de la falla de La Paz, desde el nivel del mar hasta los 500 m de
altitud, dominado por un matorral bajo sarcocaulescente con un alto grado de endemismos y
otras plantas semi-suculentas. La Selva Baja del Cabo corresponde al llamado “pie de monte”
que va de los 500-1000 m de altitud. Este biotopo representa el Unico bosque tropical seco
presente en la peninsula cuya vegetacion se caracteriza por permanecer toda la temporada de
sequia sin hojas, nueve meses aproximadamente, y rebrotar durante la época de lluvias. Los
Bosques de la Sierra de La Laguna van desde los 500 m hasta altitudes que superan los 1000
m., con montafias principalmente formadas por granito. Debido a sus caracteristicas de

aislamiento presenta un alto grado de endemismos (Gonzalez et al., 2010). De entre las
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ecorregiones mencionadas, no existe registro de D. maxima en el Bosque de Sierra de La

Laguna.

Especie de estudio: Dipetalogaster maxima.

Dipetalogaster maxima (Uhler, 1894) (Reduviidae: Triatominae), cominmente conocida
como ‘“‘chinche piedrera” (Jiménez y Palacios, 1999) es la especie de chinche hematofaga
mas grande conocida (Nijhout, 1984). Naturalmente infectada con Trypanosoma cruzi, se
consideran como sus huéspedes principales a las especies de lagartijas que comparten los
espacios rocoso, Sauromalus australis y Petrosaurus thalassinus. Sin embargo se ha visto
gue también se alimentan de ratas de campo y posiblemente de otros mamiferos de la zona.
Inclusive se les ha visto intentar alimentarse de las personas que se detienen en las rocas a

descansar (Ryckman y Ryckman, 1967; Lent y Wygodzinsky, 1979).

Recolecta de insectos

En cada region se eligieron diferentes sitios (ver Figura 1) con base en la presencia de una
alta proporcién de rocas graniticas, habitat preferido por D. maxima (Ryckman y Ryckman,
1967; Marsden, 1986; Jiménez y Palacios; 1999). Los recolectores participaron como cebos
vivos para la atraccion de las chinches, ya que las emisiones de diéxido de carbono (CO>)
son atrayentes de este tipo de insectos (Barrozo et al., 2004) e igualmente D. maxima se
caracteriza por presentar una busqueda activa y agresiva de su alimento (Marsden, 1986). El
tiempo de espera en cada sitio fue de 5-15 minutos. Posteriormente, los recolectores se
movieron a otro conjunto cercano de rocas para continuar la recolecta siguiendo el
procedimiento antes descrito. Una vez que dejaban de salir chinches, los recolectores se

movian hacia otro sitio para recolectar mas individuos. La atraccion se repitio cuantas veces
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fue necesario, completando un esfuerzo de colecta de entre 1-2 horas por sitio. De no
encontrar chinches se dejaba el sitio y se iba a otro. El nimero de individuos por estadio por

region utilizados en este estudio esta contenido en la Tabla 2.

Para la recolecta de los organismos se emplearon pinzas largas o bien con la mano utilizando
guantes de latex. Las chinches capturadas se colocaron individualmente en frascos con
alcohol al 70%, debidamente etiquetado con la fecha, coordenadas del sitio de colecta y
nombres de los recolectores. Los individuos recolectados fueron depositados en el laboratorio

de Genética Ecoldgica y Evolucion de la Facultad de Ciencias de la UABC.

Previo a las mediciones, las chinches fueron separadas en tubos Falcon de 25 ml o 50 ml
dependiendo del tamafio del animal. Cada tubo fue etiquetado por afio de colecta, localidad,
estadio de desarrollo (Figura 2) y namero de individuo. Los individuos fueron separados por
estadio con base en el tamarfio, comparando Unicamente entre los individuos de una misma

localidad.

Medicién fenotipica

Siguiendo los criterios de Pires et al., 2011; Claver y Yaqub, 2015; Abad-Franch et al., 2013,
se midieron los siguientes caracteres: el ancho del anteclipeo (AC), largo del tubérculo
antenifero (AT), distancia anteocular (AO), distancia externa entre los ojos (OE), distancia
interna entre los ojos (Ol), distancia postocular excluyendo el cuello (PO), largo total de la
cabeza (LC), largo del pronoto (LP), ancho del pronoto (AP) y el largo del rostro o probdscide

(R) (Figura 3).
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Para obtener las medidas, se tomaron diferentes fotografias de cada uno de los individuos
empleando una camara digital Axiocam modelo ICc 5s montada en un estereoscopio Zeiss
STEMI DVA4. En las fotos se cuidd que se distinguiera perfectamente el contorno de la
cabeza, el pronoto, el cuerpo completo y la probdscide para minimizar el error de medicion.
La medidas se realizaron de forma lineal empleando el programa ZEN Blue Edition (Zeiss,

2012).

Analisis estadistico

Variacion ambiental

Para examinar la variacion ambiental se llevo a cabo un andlisis de componentes principales
empleando las 19 variables bioclimaticas de WorldClim (Fick y Hijmans, 2017) (Tabla 1).
Las variables se extrajeron para cada punto de muestreo previamente geo-referenciados. Los
“scores” de los dos primeros ejes para cada region se extrajeron y se graficaron para
determinar visualmente si se forman grupos que sugieran una diferenciacion ambiental entre
las tres regiones. Debido a la complejidad de la interpretacion de los componentes, los ejes
se llamaron Bioclim 1y 2, respectivamente (Hahn et al., 2018). Los andlisis estadisticos se

realizaron en JMP10.

Variacion fenotipica entre regiones

Para determinar la variacion fenotipica entre las tres regiones se utilizd una prueba no
paramétrica basada en rangos de Kruskal-Wallis para cada uno de los 11 caracteres
fenotipicos medidos, y en cada uno de los 6 estadios de desarrollo de D. maxima. Como

resultado se realizaron 66 andlisis (11 caracteres x 6 estadios de desarrollo = 66 pruebas).
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Esta prueba se realizé en vez de un ANOVA debido a que los datos no siguen una distribucion

normal (Shapiro-Wilks P<0.05). Los analisis estadisticos se realizaron en JMP10.

Alometria ontogenética

Para examinar la alometria, puesto que todas las mediciones estaban en milimetros, se realizé
una regresion lineal de tipo Il de eje mayor, entre el tamafio total del individuo contra cada
uno de los caracteres medidos. Previo al andlisis, los datos fueron multiplicados por 10 (para
evitar valores negativos posterior a la transformacién) y transformados a logaritmo base
natural. Para este caso, las pendientes de la regresion (B) pueden tomar los siguientes valores
B<1, B=1 y B>1 si el crecimiento de una estructura es hipoalométrico, isométrico o
hiperalométrico, respectivamente, con respecto al cuerpo. Los analisis se realizaron en

JMP10.

17



RESULTADOS

Descripcion taxonémica

Dipetalogaster maxima es una chinche robusta y de gran tamafio. Color negro carbon,
brillante. Superficie bastante rugosa y altamente pulida. Cuerpo no aplanado con un
prominente pronoto casi angulado. Cuerpo practicamente desnudo a excepcion de algunas
vellosidades cortas. Cabeza alargada subcilindrica del doble de largo de su ancho, incluyendo
los ojos, ligeramente granulosa. Espacio entre ojos relativamente corto. Region anteocular
cuatro veces mas larga que la postocular hasta el cuello. Tubérculos antenifero situados a la
mitad de la region anteocular. Ocelos conspicuos, presentes solo en organismos adultos.
Antenas muy largas, que sobrepasan la distancia entre el &pice de la cabeza y del escutelo,
insertadas ligeramente antes de la mitad de la region anteocular; el primer segmento
sobrepasa apenas el clipeo, el segundo segmento es tres veces el largo del primero, el tercer
es 1/6 mas largo que el segundo Yy el cuarto es un poco mas de la mitad de largo que el tercero.
Rostro robusto y largo, justo alcanza a situarse sobre el proesternon. Punta del tilo proyectada
sobre una hendidura. Buccula en forma de perilla, prolongada anteriormente. Rostro casi tan
largo como la cabeza, extendido hasta el proesternén. Primer y tercer segmento del rostro
cortos, segundo segmento alargado; tercer segmento presenta en la punta una doble
invaginacion en forma de frasco. Proesternén con surco estridulatorio. Lobulo anterior del
pronoto con tubérculos discales. Carina lateral con numerosas constricciones. Angulos
humerales redondeados. Proyeccion posterior del escutelo en forma de tubérculo. Patas
alargadas y delgadas. Esta especie en particular presenta una membrana conexiva plisada

expandible que conecta las pacas del conexivo con las de los escleritos ventrales, lo que le
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permite consumir grandes cantidades de sangre (Uhler, 1894; Usinger, 1944; Lent y

Wygodzinsky, 1979).

Variacion ambiental

El analisis ambiental de componentes principales con las variables biocliméticas explico el
77% de la variacion en sus dos primeros ejes, 55.2 el primero y 20.8 el segundo. El andlisis
grafico agrupd a los individuos de la region 1, mientras que no se observé una clara
separacion en los grupos de la region 2 y 3, indicando que la region 1 difiere de las otras dos
en el espacio ambiental de Dipetalogaster maxima (Figura 4). Las variables climaticas que
explican esto son: el rango medio diurno mensual de temperatura, la isoterma, la temperatura
estacional, la temperatura maxima del mes mas caliente, el rango de temperatura anual y la

temperatura media del cuarto mas seco.

Variacion fenotipica entre regiones

La variacion de los caracteres fenotipicos de Dipetalogaster maxima es amplia. La prueba de
Kruskal-Wallis encontré variacion significativa entre las tres regiones por estadio en 10 casos
diferentes. En el estadio ninfa 1 (N1) se detectaron diferencias significativas en 4 de 11
caracteres entre regiones, siendo este estadio el que presentd la mayor variacion.

Los caracteres que difirieron fueron: el largo de la cabeza (LC) (Chi’*=10.256, GL=2,
P=0.0059), el largo de la probéscide (R) (Chi?=9.0669, GL=2, P=0.0107), la distancia de la
region anteocular (AO) (Chi’=7.9584, GL=2, P=0.0187) y el largo del pronoto (LP)
(Chi?=7.5445, GL=2, P=0.023). En el estadio ninfal 2 hubo dos caracteres con variacion
significativa, la region postocular (PO) (Chi?=9.9826, GL=2, P=0.0068) y la distancia

externa entre los ojos (OE) (Chi?=6.5047, GL=2, P=0.0387). En el estadio ninfal 3 solo el
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largo de la probéscide (R) (Chi®=6.6924, GL=2, P=0.0352) vari¢ significativamente entre las
tres regiones. En el estadio ninfal 5, tres caracteres presentaron variacion significativa, el
largo de la cabeza (LC) (Chi?=7.7215, GL=2, P=0.0211), la distancia anteocular (AO)
(Chi?=9.1167, GL=2, P=0.0105) y el largo del tubérculo antenifero (AT) (Chi®>=9.2601,
GL=2, P=0.0098). Ningun caracter del cuarto estadio y de los adultos difiri6 entre regiones

(Tabla 3; Figura 5).

Alometria ontogenética

En el crecimiento relativo de los diferentes caracteres morfoldgicos en funcion del largo total
del cuerpo (LT) a lo largo de los estadios de desarrollo fueron del tipo hipoalométrico en su
mayoria (B<1), indicando que la tasa de desarrollo de algunos caracteres a lo largo de la
ontogenia es menor en relacion al largo del cuerpo. Se detectaron dos caracteres cuya
pendiente fue ligeramente hiperalométrica (f>1); ancho del pronoto (AP) (Intercepto=-
2.109, B=1.143, ICinf=1.118, I1Csup=1.168) y largo del pronoto (LP) (Intercepto=-2.819,
B=1.220, 1Cinf=1.192, 1Csup=1.249). En contraste, el caracterer con la pendiente menos
pronunciada y por ende con una tasa relativa de crecimiento muy baja en relacion al largo
total del cuerpo (LT) fueron la distancia postocular excluyendo el cuello (PO) (Intercepto=-
1.701, B=0.403, ICinf=0.381, ICsup=0.425). La hipoalometria del resto de los demas

caracteres vario (B) entre 0.63 y 0.793 (Tabla 4; Figura 6).
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DISCUSION

Este estudio analiza por primera la variacion morfoldgica de Dipetalogaster maxima en un
gradiente geografico que considera tres grandes regiones dentro de su area de distribucion.
Se han realizado diferentes estudios con D. maxima en condiciones de laboratorio y en
campo, pero se conoce poco sobre de la variacion fenotipica en su desarrollo y/o de variacion
geografica (Ver Bello-Bedoy et al., 2019). Incluso la variacién ambiental en la distribucién
geografica de esta especie no ha sido estudiada, a pesar de que se ha demostrado que la
variacion en humedad relativa y la temperatura reducen la supervivencia de esta especie
(Johnson et al., 1984). Los resultados de este estudio demuestran que existe variacion en el
espacio ambiental, es decir que los parametros ambientales difieren en las regiones donde se
distribuye D. maxima. Principalmente los parametros ambientales varian en la zona norte de
su distribucion, mientras que no se observaron diferencias claras en las vertientes del Pacifico
y del Golfo de California de la Sierra de La Laguna. En relacion a la variacion morfométrica
encontramos que solo 10 caracteres mostraron diferencias entre las regiones, mayormente en
rasgos cefalicos. Finalmente, se encontrd variacion en la tasa de crecimiento de diferentes

caracteres, a pesar de que todas fueron del tipo hipoalométrico.

Variacion geogréfica

Una de las preguntas de este estudio fue si los caracteres fenotipicos diferian entre regiones
donde habita esta especie. La distribucion de D. maxima esta restringida a la zona sur de
B.C.S., y esta es reducida en relacién a otras especies de triatominos (Ramsey et al., 2015).
A pesar de ser reducida, el area de distribucion de esta especie esta compuesta por diferentes
eco-regiones basadas en los tipos de vegetacion (Sensu Gonzalez et al., 2010) que conforman

un espacio ambiental heterogéneo. El analisis ambiental de este estudio muestra que las
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localidades de la zona norte difieren con las que se distribuyen a lo largo de ambas vertientes
de la zona de La Laguna. Esta evidencia apoya la idea de que el habitad de esta especie es un
mosaico heterogéneo. Sin embargo, la variacién ambiental encontrada no influy6 en la
expresion del fenotipo de D. maxima, resultando en poca diferenciacion fenotipica entre los
individuos de las diferentes regiones geograficas, incluso entre las que se separaron en el
espacio ambiental (ver Figura 4). Estudios en otros insectos triatominos apoya la idea de que
el fenotipo de estos organismos difieren entre ambientes de alimentacion, caracteristicas del
ambiente fisico (Por ejemplo: temperatura y humedad), y diferentes habitats de ambiente
silvatico, doméstico y peridoméstico (Dujardin et al., 1999; Dujardin et al., 2009; Nattero et
al., 2003), indicando que las adaptaciones a condiciones ambientales diferentes alteran el

fenotipo.

En este estudio la mayoria de las diferencias significativas fueron detectadas en caracteres
cefalicos de estadios tempranos, dos relacionados con el tamafio de la probdscide y uno del
pronoto. La diferenciacion de estos caracteres de la cabeza pueden estar relacionada con el
ambiente bidtico (interacciones inter-especificas), por ejemplo, para la deteccion de presas
(Bello-Bedoy et al., 2019). La variacion en los caracteres de la cabeza han sido relacionados
con la capacidad sensorial de las chinches expuestas a diferentes ambientes (Pires et al.,
2011). La variacién en caracteres morfométricos de la cabeza de triatominos se ha reportado
en diferentes estudios, sugiriendo que este caracter puede diferir en condiciones ambientales
contrastantes (Pires et al., 2011; Bustamantes et al., 2004; Claver y Yaqub, 2015). Por
ejemplo, en Triatoma infestans se han reportado diferencias en caracteres de la cabeza de dos

poblaciones habitantes de ambientes silvaticos y domesticos, sugiriendo que la adaptacion al
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estado doméstico estd acompariada con una reduccion en el tamafio de la cabeza (Pires et al.,

2011).

En contraste, Martinez et al. (2006) reportan haber encontrado poca variacion morfoldgica
en individuos de Meccus longipennis provenientes de diferentes zonas del occidente de
Meéxico, en donde solo 3 de 6 mediciones de diferentes caracteres (5 cefalicos y 1 corporal)
fueron significativamente diferentes. Estas 3 mediciones significativamente diferentes entre
las diferentes localidades corresponden todos a caracteres de la cabeza (Martinez et al.,
2006). El nivel bajo de diferenciacion entre regiones es semejante a los encontrados para

otras chinches (Martinez et al., 2006).

Igualmente, en este estudio detectamos baja diferenciacion, 7 de 11 caracteres, en su mayoria
de la cabeza (4), variaron significativamente entre regiones. Sin embargo en D. maxima se
estudio la variacion para cada uno de los estadios de desarrollo, mientras que en la gran
mayoria de trabajos parecidos se enfocan en individuos adultos. Por esto se espera haya
ciertos caracteres bien conservados en la especie. Aun teniendo en cuenta todo esto, la

variacion morfoldgica de D. maxima encontrada entre las tres regiones fue muy baja.

La reducida variacion morfologica observada entre las poblaciones de D. maxima sugiere
que esta especie presenta un nivel bajo de plasticidad fenotipica. Otra explicacion posible es
que las diferencias ambientales detectadas en este estudio no influyan sobre la variacion
fenotipica, puesto que a pesar de provenir de ambientes diferentes, el habitat es semejante.

La diferenciacion fenotipica puede ser limitada por la presencia de flujo genético entre

poblaciones y patrones selectivos similares que reducen la adaptacion local (Slatkin, 1987).
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A pesar de la distancia geografica y las diferencias ambientales entre las 3 regiones es
probable que haya conectividad genética entre las poblaciones, limitando diferenciacion
fenotipica de D. maxima. La migracién de un individuo por generacion es suficiente para
contrarrestar la diferenciacion entre poblaciones (Slatkin, 1987). Hasta ahora no hay
estimaciones de flujo genético en esta especie. Para Triatoma infestans y en T. dimidiata se
ha encontrado niveles de diferenciacion genética bajos, lo que sugiere que hay migracion
efectiva entre poblaciones (Ramirez et al., 2005; Nattero et al., 2016). Aunque en D. maxima
se desconoce la tasa de flujo génico, D. maxima es una especie que vuela en estadio adulto,
y es posible que esto genere conectividad genética entre las poblaciones a pesar de la
distancia geogréafica. El flujo génico puede mantener una constitucion genética y fenotipica
homogénea en las diferentes regiones, y los niveles bajos de variacién fenotipica observados
en este estudio. Es necesario un analisis de genética de poblaciones para estimar el nivel de
flujo genético y determinar si el intercambio de genes explica la baja diferenciacion en D.

maxima.

Variacion alométrica

En la alometria ontogenética se encontrd que difiere la tasa de crecimiento de los caracteres
con respecto al cuerpo. Los resultados muestran un patrén de crecimiento del pronoto
ligeramente hiperalométrico, contrastando con el resto de los caracteres cuyo crecimiento fue
hipoalométrico. Esto sugiere que el desarrollo del pronoto puede tener una funcion relevante
en los estadios mayores de Dipetalogaster maxima. Este crecimiento abrupto del pronoto
coincide con el desarrollo de la musculatura alar dentro del pronoto, y la aparicion completa
de las alas, del quinto estadio ninfal a la etapa adulta. Si bien el desarrollo de estas estructuras

puede ser costoso, la ventaja funcional adaptativa puede explicar el mantenimiento de estas
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estructuras en esta especie. Ya que el movimiento es una parte relevante para la dispersion,
apareamiento o busqueda de presas, no es raro que esta estructura corporal contraste en su
desarrollo en relacién a otras no adaptativas (Bello-Bedoy et al., 2019). A pesar de que no se
ha documentado distancia o el tiempo de vuelo de esta especie, observaciones en campo
sugieren que sus vuelos no son prolongados (Jiménez y Palacios, Com. Pers). Futuros
estudios podrian evaluar la variacion en la musculatura, tamafio de las alas y la capacidad de

vuelo en adultos de D. maxima para examinar si tiene el potencial de ser adaptativo.

Si bien no hay evidencia experimental que demuestre con detalle la relacion entre cada
caracter y su funcién en esta chinche, en otras especies se ha documentado evidencia
correlativa que indica que la variacién de algunos caracteres estd asociada a funciones
sensoriales en ambientes particulares. El tamafio de la cabeza, de los 0jos y la distancia entre
los ojos, han sido asociados a una funcion sensorial relevante en habitats naturales con
condiciones contrastantes (Bustamantes et al., 2004). En Triatoma dimidiata se han
encontrado que los ojos de individuos que viven en cuevas son menos prominentes que
aquellos que habitan zonas silvaticas (Bustamantes et al., 2004), lo que sugiere que la
diferencia en el habitat influye en el patron de desarrollo alométrico. Resultados similares se
han observado en comparaciones morfologicas de la cabeza entre chinches de habitats
domésticos y silvatico (Pires et al., 2011). Finalmente, los caracteres de la cabeza ademas de
la probdscide, también podrian estar relacionados con la alimentacion, pues en la cabeza es

donde se contienen los musculos empleados para la succidn de la sangre (Lehane, 2005).

Los valores de crecimiento alométrico de la probdscide y de la cabeza de D. maxima son

bajos en relacion al valor del pronoto. Esto puede explicarse si la variacion en las presas -
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reptiles, aves o roedores a lo largo de su desarrollo no imponen retos que promueva una tasa
de desarrollo mayor a la observada. A pesar de que estos valores son relativamente bajos,
son mayores que la region postocular (PO), que es un caracter que varia muy poco a lo largo
desarrollo de la chinche, y que solo tiene un papel taxonémico. Esto apoya la idea de que el
patron de crecimiento de la proboscide y otros caracteres es de relevancia, a pesar de tener

valores bajos.
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CONCLUSIONES

Este estudio encontr6 que una fraccion de caracteres morfo-funcionales de la cabeza,
proboscide y el pronoto de Dipetalogaster maxima estan estructurados en su habitat
pedregoso. En el estadio ninfal 1 (N1) se encontré que diferian significativamente mas
caracteres entre regiones. Pero el nimero de caracteres con diferencias entre las regiones se
redujo en estadios mayores del desarrollo, posiblemente por la reduccidn en la variacion de
los caracteres a lo largo del crecimiento de D. maxima. Esto sugiere que las funciones
sensoriales y de alimentacién si se alteran en respuesta a ambientes heterogéneos, ya sea de
alimentacion o aquellos que incrementan la supervivencia (Bustamantes et al., 2004; Lehane,
2005; Dujardin et al., 2009; Bello-Bedoy et al., 2019). Es necesario hacer experimentos que

permitan determinar que presiones selectivas afectan caracteres particulares.

La ausencia de diferenciacion fenotipica no es rara en triatominos, sin embargo un estudio
de diferenciacion genetica empleando genes del COI de la mitocondria y microsatélites
nucleares complementaria el entendimiento de la baja o nula variacion fenotipica. La
comparacion entre estructuracion de caracteres fenotipicos y genéticos neutrales puede
ayudar a entender si la variacion observada en el fenotipo de D. maxima es adaptativa
(Nattero et al., 2013). La variacion alometria ontogenética es relevante para entender qué
caracteres especificos del desarrollo estan implicados en las diferencias que se observan entre
adultos, y este mismo fin seria util para entender las diferentes entre especies. Por ello, seria
interesante comparar el patron de crecimiento a lo largo de la ontogenia de D. maxima con
el de otras especies de chinches hematofagas para entender sus trayectorias evolutivas. Su
analisis podria darnos informacion mas detallada para entender la historia evolutiva y

adaptativa de D. maxima.
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Figura 1. Mapa de los sitios de colecta. El simbolo de tridangulo denota los sitios de colecta que per-
tenecen a la region 1, el simbolo de circulo a la region 2 y el cuadrado a la region 3. El simbolo de estre-
lla corresponde a la ciudad de La Paz, B.C.S.
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Figura 2. Secuencia de desarrollo de Dipetalogaster maxima. Los estadios ninfales esta indicado con una
N seguidos de un numero que indica su nimero de desarrollo; y el macho y hembra adultos.

Figura 3. Caracteres medidos: ancho del anteclipeo (AC), largo del tubérculo antenifero (AT), dis-
tancia anteocular (AO), distancia externa entre los ojos (OE), distancia interna entre los ojos (OI), dis-
tancia postocular excluyendo el cuello (PO), Largo total de la cabeza (LC), largo del pronoto (LP), an-
cho del pronoto (AP) y el largo del rostro o proboscide (R).
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Figura 4. Representacion en dos ejes del analisis de componentes principales utilizando 19
variables bioclimaticas de WorldClim.

36



LC (mm)

AO (mm)

LC (mm)

OE (mm)

N1
3.5
3.0
2.51
2.0 T T
2 3
Region
N5
4.0
3.84
3.64
3.4
3.2 T T
2 3
Regién
N5
6.0
5.0
4.5 T T
2 3
Region
N2
2.0
1.8
1.6
1.4
1.2
1.0 T T
2 3
Region

PO (mm)

R (mm)

LP (mm)

N2 N5

0.8+ 2.2
0.6 ~ 2.04
£
E
i_
0.4 < 1,84
0.2 T T T 1.6 . T T
1 2 3 1 2 3
Region Region
N1 N1
3.5 2.5-
3.0 = 2.0
€
E
o
2.5 < 1.5
2'c Ll i |l 1-0 T |l Ll
1 2 3 1 2 3
Regidn Regién
N1 N3
1.0 5.5-
5.0-
0.94 ]
451
é 4
0.8 o 401
3.54
07 1. r T . , ; .
Region Region

Figura 5. Diferencias entre regiones en diferentes caracte-
res y en diferentes estadios del desarrollo de Dipetalogaster
maxima. Los estadios ninfal estd indicado con una N seguidos
de un numero que indica su numero de desarrollo. Solo se
muestran las graficas para los caracteres significativos.
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Tabla 1: Variables bioclimaticas de WorldClim.

WorldClim
Cdodigo Variable climatica
BIO1 Temperatura media anual
BIO2 Rango medio diurno mensual de temperatura (max-min)
BIO3 Isoterma
BIO4 Temperatura estacional
BIOS Temperatura maxima del mes mas caliente
BIO6 Temperatura minima del mes mas frio
BIO7 Rango de temperatura anual
BIO8 Temperatura media del cuarto mas himedo
BIO9 Temperatura media del cuarto mas seco
BIO10 Temperatura media del cuarto mas caliente
BIO11 Temperatura media del cuarto mas frio
BIO12 Precipitacion anual
BIO13 Precipitacion del mes mas himedo
BIO14 Precipitacion del mes més seco
BIOI15 Precipitacion estacional
BIO16 Precipitacion del cuarto mas hiimedo
BIO17 Precipitacion del cuarto mas seco
BIOI8 Precipitacion del cuarto mas caliente
BIO19 Precipitacion del cuarto mas frio

Tabla 2: Numero de individuos de D. maxima utilizados en este estudio por estadio por region

Region 1 Region 2 Regién 3

Estadio

NI
N2
N3
N4
N5

A

n n n
15 42 29
34 43 15
25 34 14
13 7 7
8 13 4
3 11 3
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Tabla 3. Resultados de la prueba no paramétrica basada en rangos de Kruskal-Wallis por estadio
por caracter entre las tres regiones

Prueba de Kruskal-Wallis Prueba de Kruskal-Wallis
Estadio Caracter GL chi’ p Estadio Caracter  GL chi’ p
1 LC 2 10.256* 0.0059 5 LT 2 1.5366 0.4638
2 PO 2 9.9826* 0.0068 3 LP 2 1.4851 0.4759
5 AT 2 9.2601*% 0.0098 2 AO 2 1.4708 0.4793
5 AO 2 9.1167* 0.0105 2 LP 2 1.3479 0.5097
1 R 2 9.0669* 0.0107 5 AP 2 1.3396 0.5118
1 AO 2 7.9584* 0.0187 4 LP 2 1.2974 0.5227
5 LC 2 7.7215% 0.0211 4 R 2 1.2559 0.5337
1 LP 2 7.5445*% 0.023 6 oI 2 1.2454 0.5365
3 R 2 6.6924% 0.0352 2 LC 2 1.2369 0.5388
2 OE 2 6.5047*% 0.0387 4 AP 2 1.1582 0.5604
1 OE 2 5.1027  0.078 6 OE 2 1.1174 0.5719
3 ol 2 4.9405 0.0846 4 OE 2 0.9407 0.6248
4 AO 2 4.8446  0.0887 5 LP 2 0.932 0.6275
3 AC 2 4.6199  0.0993 2 oI 2 0.8414 0.6566
1 AT 2 4.4798  0.1065 1 AP 2 0.7707 0.6802
1 AC 2 4.2923  0.1169 1 PO 2 0.755 0.6856
6 AT 2 3.691  0.1579 6 LT 2 0.751 0.6869
3 LC 2 3.4146 0.1814 2 LT 2 0.7441 0.6893
4 AT 2 3.243  0.1976 3 AO 2 0.7151 0.6994
2 R 2 3.2124  0.2006 2 AT 2 0.7002 0.7046
6 LC 2 3.0042 0.2227 4 oI 2 0.6128 0.7361
1 oI 2 3.0029 0.2228 5 R 2 0.606 0.7386
4 LC 2 2.7715  0.2501 3 PO 2 0.5845 0.7466
2 AP 2 2.628  0.2687 6 LP 2 0.5538 0.7581
3 AP 2 2.5935  0.2734 2 AC 2 0.4786 0.7872
1 LT 2 2.5805 0.2752 3 AT 2 0.4712 0.7901
4 PO 2 2.5518 0.2792 5 OE 2 0.4436 0.8011
6 AC 2 2.5094  0.2852 4 AC 2 0.3995 0.8189
6 AO 2 2.2793  0.3199 6 AP 2 0.3898 0.8229
5 AC 2 2.2242  0.3289 6 R 2 0.2353  0.889
4 LT 2 2.0987  0.3502 6 PO 2 0.1878 0.9104
3 LT 2 1.9483  0.3775 5 PO 2 0.1459 0.9296
3 OE 2 1.6031  0.4486 5 ol 2 0.0193  0.9904




Tabla 4. Valores de la pendiente () obtenido del ajuste de Regresion de tipo Il para obtener la alome-

tria ontogenética de Dipetalogaster maxima.

Regresion tipo II (em)

Intercepto B IC inf. IC sup.
Largo total (LT) x Distancia postocular excluyendo el cuello (PO) -1.701 0.403 0.381 0.425
Largo total (LT) x Distancia anteocular (AO) -0.774 0.630 0.613 0.647
Largo total (LT) x Largo de cabeza (LC) -0.413 0.637 0.621 0.653
Largo total (LT) x Largo de proboscide (R) -0.397 0.668 0.652 0.684
Largo total (LT) X largo tubérculo antenifero (AT) -1.553 0.673 0.650 0.697
Largo total (LT) x Distancia interna entre los ojos (OI) -1.933 0.717 0.695 0.741
Largo total (LT) x Ancho del anteclipeo (AC) -3.171 0.765 0.742 0.789
Largo total (LT) x Distancia externa entre los ojos (OE) -1.570 0.793 0.777 0.810
Largo total (LT) x Ancho de pronoto (AP) -2.109 1.143 1.118 1.168
Largo total (LT) x Largo de pronoto (LP) -2.819 1.220 1.192 1.249
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